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Abstract of DEI 99235B4 

An incubation container (I) comprising a carrier 
plate, a cover and a seal, such that the upper 
side of the plate, the cover and the seal 
together form an openable, enclosed chamber 
for Incubating an object carrieri is new. The 
chamber contains at least one reservoir and at 
least two carrier elements for holding the 
object canler above the upper side of the 
plate. Independent claims are also included for 
the following: (1) Incubation apparatus 
comprising (1); and (2) an incubation method 
using (I). 
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@ Inkubationssystenn 

@ Inkubationssystem mit einem Inkubationsbehalter und 
meh reran Objekttragern, wobel der Inkubationsbehalter 
aus einer eine Oberseite (11) aufweisenden Tragerplatte 
(10), einem Deckel (20) und eIner Dichtung (30) gebildet 
ist, wobei die Oberseite (11) der Tragerplatte (10), der Dek- 
kel (20) und die Dichtung (30) soangeordnetsind, dasssie 
eine geschlossene, offenbare Inkubationskammer (4-0) zur 
Aufnahme der Objekttrager bilden und wobei sich inner- 
halb der Inkubationskammer (40) mindestens ein Reser- 
voir (42) und mindestens zwei Stege (13, 14) zum beab- 
standeten Halten der Objekttrager uber der Oberseite (11) 
befinden, wobei die Inkubationskammer von der Grdfle 
her an die Objekttrager angepasst ist, so dass sich die Ob- 
jekttrager auf Grund der Hebelwirkung der Stege (13, 14) 
leicht greifen lessen. 
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1 

Beschreibung 



[0001] Die Erfindung betrifFt ein Inkubationssystem mit 
einem Inkubationsbehalter und mehreren Objekttragera. 
[0002] Temperierte Reaktionen auf festen Oberflachen 
(Objekttrager) sind in zunehmenden MaBe Bestandteil gan- 
giger Methoden der Molekularbiologie und Biochemie. 
Hierzu gehoren u. a. Hybridisierungsreaktionen mit auf Ob- 
jekttragem fixierten Proben, wie z. B. Gewebsschoitte, Zell- 
populationen (in-situ-Hybridisieruogen) aber auch Hybridi- 
sierungsreaktionen mit DNA-Chips (Microarrays). Diesen 
Reaktionen werden hautig in sehr kleinen Volumina {ijI- 
MaBstab) durchgefuhrt. Hierbei stellt sich oft das Problem, 
dass die Reaktionsbedingungen aufgrund des leichten Ver- 
dampfens kleinster Mengen an Losungsmittel nicht iiber die 
voUstandige Rache konstant gehalten werden konnen. 
[0003] Um eine gleichmaBige Verteilung der Reaktionslo- 
sung auf dem Objekttrager zu erreichen und gleichzeitig die 
Luft/Losungsmittel Gienzflache zu verringem werden sog. 
Deckglaschen vorwiegend aus Glas verwendet. Um bei sehr 
kleinen Volumina und/oder langen Reaktionszeiten ein Ver- 
dampfen des Losungsmittels noch starker zu unterdriicken 
werden diese Reaktionen im Stand der Technik in geschlos- 
sen Behaltnissen durchgefiihrt, in denen eine feuchte Atmo- 
sphare gehalten wird. 

[0004] Werden diese Behaltnisse nur von unten auf die ge- 
wiinschte Temperatur aufgeheitzt, so bildet sich ein Tempe- 
raturgradient, der dazu fiihrt, dass Fliissigkeit am Deckel 
kondensiert. Somit besteht wiederum die Moglichkeit, dass 
geringe Fliissigkeitsmengen der Reaktionslosung verdamp- 
fen. Die am Deckel kondensierte Fliissigkeit kann auf den 
Objekttrager herabtropfen und somit die Reaktionsbedin- 
gungen drastisch verandem. 

[0005] Dies kann bis zu einem gewissen Teil vermieden 
werden, indem das Behaltnis von alien Seiten gleich stark 
beheizt wird. Verwendet werden hierzu z.B. Luft- oder 
Wasserbader. Luftbader haben den Nachteil, dass sie schon 
bei Temperaturen von tiber 40 bis 50°C nur unter groBem 
Aufwand abzudichten sind oder aber unter Hinnahme gro- 
Ber Energieverluste betrieben werden mussen. Ebenso stellt 
sich das Problem der Abdichtung fur die verwendete Reak- 
tionskammer, da Rtissigkeit in einem Luftbad, in dem die 
Luft zur homogenen Tfemperaturverteilung standig umge- 
waltzt wird, noch sehr viel schneller verdampft, als es ohne 
hin bei der erhohten Temperatur der Fall ist. 
[0006] Bei Verwendung von Wasserbadem und einem Un- 
tertauchen des Behaltnisses entsteht das Problem, dass bei 
nicht hinreichender Abdichtung, Wasser in das Behaltnis 
eindringen kann. Insgesamt ist die Handhabung erschwert, 
was gerade bei Analysen die mit radioaktiven Proben durch- 
gefiihrt werden ein AusschluBkriterium sein kann. Fiir Re- 
aktionen, die eine Temperatur von iiber lOO^C benotigen, 
wiirde ein Drucksystem wie z.B. ein Autoklav benotigt, 
welches in einem normal ausgestattenen molekularbiologi- 
schen oder biochemischen Labor nicht selbstverstandlich 
ist 

[0007] Eine Moglichkeit diese Probleme zu beseitigen be- 
steht im Stand der Technik darin, dass inerte Substanzen zu 
der Reaktionslosung zugemischt werden, die an der Peri- 
pherie des Deckglases einen dichten Film bilden und somit 
das Reaktionsvolumen vor Verdampfen schutzen (z.B. 
"Self-Seal Reagent" der Firma MJ Research). Diese Sy- 
steme haben den Nachteil, dass zum einen die Deckglaser 
nach der Reaktion nur schwer wieder ablosbar sind und zum 
anderen die radioaktiv oder fluoreszenz-markierten Proben 
verstarkt am Rand des Deckglases prazipitieren und somit 
nicht mehr der Reaktion zur Verfiigung stehen. Des weiteren 
werden Systeme angeboten, die aus einem Kunststoff-Dek- 



kel bestehen, welcher direkt auf den Objekttrager festge- 
klebt wird (z. B. "Frame-Seal" der Firma MJ Research oder 
"Hybriwell" der Firma SIGMA). Auch diese Systeme er- 
schweren die Handhabung und sind ebenfalls z. T. nur 
5 schwer wieder zu entfemen. Fiir Reaktionsvolumen kleiner 
15 |il ist keines der genannten Systeme zu benutzen. 
[0008] Aus der US 5 346 672 ist es bekannt auf einem Ob- 
jekttrager einen Deckel vorzusehen, so dass zwischen dem 
Deckel und dem Objekttrager eine Kammer ausgebildet ist. 

10 In der Kammer befindet sich ein Probenbereich, der durch 
den Rand des Deckels begrenzt ist. Der Rand des Deckels 
liegt auf dem Objekttrager auf und wird durch eine Druck- 
platte und eine entsprechende Anordnung von Schrauben 
und Fedem auf den Objekttrager gedriickt. An der Unter- 

15 seite des Objekttragers liegt eine Heizplatte an, die die Un- 
terseite des Objekttragers beriihrt, 

[0009] Aus der WO 91/07486 Al ist ein Inkubationsbe- 
halter bekannt, in dem getrocknete Proben untersucht wer- 
den. Die in einer Matrix angeordneten getrockneten Proben 

20 werden zur Untersuchung rehydriert. Hierzu weist die be- 
schriebene Vorrichtung einen Flussigkeitsaufnahmebereich 
auf, um dem Inkubationsbehalter Riissigkeit zuzufuhren. 
Die RUssigkeitszufuhr erfolgt durch eine Flussigkeitsein- 
laBoffnung, so dass ein Deckel des Inkubationsbehalters die 

25 Inkubationskammer nicht voUstandig und dicht verschlieBt. 
[0010] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereit- 
stellung eines Inkubationssystems, der in Verbindung mit 
Heizblocken, wie sie vorwiegend zur Durchfuhrung der Po- 
lymerase-Kettenreaktion (PGR) verwendet werden, die ge- 

30 nannten Nachteile vermeidet. Insbesondere soli das erfin- 
dungsgemaBe Inkubationssystem eine leicht zugangliche 
temperiert Reaktionsfiihrung auf den Objekttragem ermog- 
lichen. 

[0011] Die Losung der Aufgabe erfolgt erfindungsgemaB 
35 durch ein Inkubationssystem mit den Merkmalen des Pa- 
tentanspruchs 1. 

[0012] Das erfindungsgemaBe Inkubationssystem weist 
einen Inkubationsbehalter und mehrere Objekttrager auf. 
Der Inkubationsbehalter ist hierbei aus einer eine Oberseite 

40 aufweisenden Tragerplatte, einem Deckel und einer Dich- 
tung gebildet, so dass eine geschlossene offenbare Inkubati- 
onskammer zur Aufnahme der Objekttrager ausgebildet ist. 
Innerhalb der Inkubationskammer ist ein Reservoir vorgese- 
hen. Femer sind erfindungsgemMB mindestens zwei Stege 

45 zum beabstandeten Halten der Objekttrager uber der Ober- 
seite der Tragerplatte voigesehen. Die Inkubationskammer 
ist hierzu von der GroBe her an die Objekttrager der art ange- 
passt, dass sich die Objekttrager auf Grund der Hebelwir- 
kung der Stege leicht greifen lassen. 

50 [0013] Durch die Stege ist sichergestellt, dass die Objekt- 
trager nicht mit der Kammerfliissigkeit in Kontakt kommen. 
Weiteriiin lassen sich aufgrund der Hebelwirkung der Stege 
die Objekttrager durch leichtes Herabdriicken des eine En- 
des am anderen Ende leicht greifen, was beim Hereinlegen 

55 und Herausnehmen der Objekttrager eine groBe Hilfe ist. 
[0014] Das Inkubationssystem umfaBt somit eine TVager- 
platte, einen Deckel und eine Dichtung. Die Dichtung befin- 
det sich so zwischen der Tragerplatte und dem Deckel, dass 
ein Innenvolumen besteht. Vorzugsweise dient ein Fiih- 

60 rjngskanal dazu, das Abdichtungsgununi zu fixieren. Auf 
der Tragerplatte befinden sich mindestens ein Reservoir zur 
Aufnahme von Riissigkeit und mindestens zwei Tragerele- 
mente, auf denen die Objektrager in der Inkubationskammer 
gelagert werden. Das Reservoir dient zur Aufnahme einer 

65 Riissigkeit, insbesondere Wasser, die durch Verdampfen 
eine hohe Luftfeuchtigkeit in der Inkubationskammer ge- 
wahrleistet, so dass die Verdampfung von Riissigkeit aus 
den Objektragem vermindert wird. Zwar konnen die Reser- 
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voire auch als Becber oder Wannen auf der Obcrseite der 
Tragerplatte ausgebildet sein, es ist jedcx:h bevorzugt, dass 
sie in die Oberseite eingelassen sind, um eine gute Beheiz- 
barkeit zu gewahrleisten und beim Einlegen der Objektrager 
nicht zu behindem. Die TVagerelemente dienen zum Halten 5 
der Objektrager in der Inkubationskammer. In einer bevor- 
zugten Ausfiihrungsform sind die zwei TVagerelemente par- 
allel angeordnet und in Form von Stegen ausgebildet. 
[0015] Es ist weiterhin bevorzugt, dass der Deckel und die 
Tragerplatte ein Zapfen und ein Loch zum Ausrichten des lO 
Deckels und der Tragerplatte aufweisen. Dabei befindet sich 
der Zapfen bevorzugt am Deckel, da hierdurch die Ttager- 
platte eben gestaltet werden kann. 

[0016] Zur Verbesserung der Warmeleitung bestehen die 
Tragerplatte und bevorzugt auch der Deckel aus Metall. Ge- 15 
eignete Metalle sind insbesondere Stahl, Kupfer, Alumi- 
nium, wobei harteloxiertes Aluminium bevorzugt ist. 
[0017] Die Inkubationskammer ist von der GroBe her be- 
vorzugt an die Gr66e von Mikrpskopie-Objektragem ange- 
paBt. Die Inkubationskammer eignet sich bevorzugt zur 20 
Aufhahme von zwei oder vier Mikroskopie-Objektragem. 
Eine geeignet InnengroBe der Inkubationskammer betragt 
zumindest 107 x 77 nrni, so dass bis zu vier Objekttragem 
eingelegt werden konnen, ohne sich gegenseitig oder die 
umlaufende Dichtung zu benihren. 25 
[0018] Bevorzugt weist der gesamte Inkubationsbehalter 
eine GroBe auf, die an einen iiblichen PCR-Heizblock ange- 
paBt ist. Die Tragerplatte hat daher eine Grundflache von 
etwa 128 X 86 mm, der Deckel hat bevorzugt eine gleiche 
oder kleinere Grundflache als die TYagerplatte. 30 
[0019] Die Temperierung des Inkubationsbehalters erfolgt 
bevorzugt durch Einsatz eines Heizblockes. Zur Fixierung 
des Heizblockes und zur Verbesserung der Warmeleitung 
weist die der Oberseite der, Tragerplatte gegeniiberliegende 
Seite daher bevorzugt Vorspriinge zum Eingreifen in Auf- 35 
nahmeofFnungen eines Heizblockes auf. Die entsprechen- 
den Vorspriinge dienen ebenf alls als TragerfiiBe fiir die TVa- 
gerplatte. Sie laufen bevorzugt konisch zu. 
[0020] Die Kanten der Grundflache der TVagerplatte sind 
vorzugsweise abgerundet um einer Beschadigung des Heiz- 40 
blockes, in den die Inkubationskammer eingelegt wird, zu 
vermeiden. 

[0021] Zur Vermeidung von Kondensation am Deckel des 
Inkubationsbehalters ist es bevorzugt, dass der Heizblock 
ebenfaUs einen Deckel aufweist, wobei dieso: in einer be- 45 
vorzugten Ausfiihrungsform mit einer im Heizblock ge- 
trennt ,steuerbaren Deckelheizung versehen ist. Dadurch 
kann durch eine hohere Temperatur am Heizblockdeckel ge- 
geniiber dem restlichen Heizblock eine Kondensation von 
Russigkeit am Deckel des Inkubationsbehalters vermieden 50 
werden, 

[0022] Aufgrund der AuBenmaBe des erfindungsgemaBen 
Inkubationssystems kann dieses in alien gangigen Thermo- 
cyclem bzw. PCR-Geraten eingesetzt werden. 
[0023] Bei PCR-Geraten kann zumeist sowohl die Block- 55 
als auch die Deckeltemperatur unabhangig voneinander an- 
gesteuert werden. Durch Einstellen einer leicht hoheren 
Temperatur des Deckels wird die Bildung von Kondenswas- 
ser am Deckel vermieden. Es konnen ohne weiteres Tempe- 
raturen von iiber 100°C erreicht werden. Dadurch, dass der 60 
Deckel bei den meisten PCR-Geraten auf die jeweiligen Re- 
aktionsgefaBe aufgedrilckt werden kann, ist es moglich die 
Reaktionskammer durch eine einfache Gummi-Dichtung 
ohne weitere Versiegelung abzudichten. 

[0024] Da mittlerweile in fast jedem Labor im Bereich 65 
Molekularbiologie, Biochemie, Diagnostik Therraocycler 
unterschiedlicher Firmen fiir die PCR zur Verfugung steht, 
ist es fur den Anwender wesendich gUnsdger und besser die 



erfindungsgemaBe Inkubationskanuner zu verwendra als 
auf die bestehenden aufsvendigeren Systeme zuruckzugrei- 
fen. Gerade im Bereich kleinster Volumina (10 pi) waBriger 
Losungen zeigt die erflndungsgemaBe Inkubationskammer 
geringe Verdarapfiangsraten. 

[0025] Da wie schon erwahnt z. T. mit sehr kleinen Volu- 
men gearbeitet wird, muB sichergestellt sein, dass moglichst 
schnell nach Aufiragen der Reakdonslosung der Objekttra- 
ger in eine wie auch immer geartete geschlossen und feuchte 
Kammer gestellt wird. Oftmals stehen aUerdings die PCR- 
Gerate in einem Zentrallabor, auf das mehrere Abteilung 
Zugriff haben. In solchen Fallen weist die erflndungsge- 
maBe Inkubationskammer den Vorteil auf, dass die Bestuk- 
kung der Kanuner nicht zwangslaufig im gleichen Raum ge- 
schehen muB, in dem auch der Thermoblock steht. 
[0026] Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Inkubationssy- 
stems laBt sich ein Verfahren zur Inkubation von Substan- 
zen, bei dem die Substanzen auf Objektragem aufgebracht 
werden und einem erflndungsgemliBen Inkubationsbehalter 
inkubiert werden, verwirklichen. 

[0027] Fig. 1 zeigt die Tragerplatte 10 aus Sicht der Ober- 
seite 11. Die Dichtung 30 umschlieBt die Tragerplatte an der 
AuBenseite ab, so dass eine Inkubationskammer 40 gebildet 
wird. Die Tragerelemente 13 und 14 erlauben das Auflegen 
eines Objektragers. Die Reservoire 42 dienen zur Aufhahme 
von Flussigkeit 

[0028] Fig« 2 zeigt eine Seitenansicht. Die Zapfen 21 fas- 
sen beim Auflegen des Deckels 20 in die Locher 12 und die- 
nen zur Fixierung des Deckels 20 auf der TVagerplatte 20. 
Die Vorspriinge 15 dienen als StandfiiBe fiir den Inkubati- 
onsbehalter und zum Einsetzen in den Heizblock. 

Patentanspriiche 

1. Inkubationssystem mit einem Inkubationsbehalter 
und mehreren Objekttragem, wobei der Inkubationsbe- 
halter aus einer eine Oberseite (11) aufweisenden Tra- 
gerplatte (10), einem Deckel (20) und einer Dichtung 
(30) gebildet ist, wobei die Oberseite (11) der Trager- 
platte (10), der Deckel (20) und die Dichtung (30) so 
angeordnet sind, dass sie eine geschlossene, offenbare 
Inkubationskammer (40) zur Aufnahme der Objekttra- 
ger bilden und wobei sich innerhalb der Inkubations- 
kammer (40) mindestens ein Reservoir (42) und min- 
destens zwei Stege (13, 14) zum beabstandeten Halten 
der Objekttrager iiber der Oberseite (11) befinden, wo- 
bei die Inkubationskammer von der GroBe her an die 
Objekttrager angepasst ist, so dass sich die Objekttra- 
ger auf Grund der Hebelwirkung der Stege (13, 14) 
leicht greifen lassen. 

2. Inkubationssystem nach Anspruch 1, wobei der 
Deckel (20) und die Tragerplatte (10) mindestens einen 
Zapfen (21) und mindestens ein Loch (12) zum Aus- 
richten des Deckels (20) und der Tragerplatte (10) auf- 
weisen. 

3. Inkubationssystem nach Anspruch 1 oder 2, wobei 
das Reservoir (12) in die Oberseite (11) der Trager- 
platte (10) eingelassen ist. 

4. Inkubationssystem nach einem der Anspriiche 1 bis 

3, dadurch gekennzeichnet, dass die TVagerplatte (10) 
und der Deckel (20) aus Metall bestehen. 

5. Inkubationssystem nach einem der Anspriiche 1 bis 

4, dadurch gekennzeichnet, dass eine der Oberseite 
(11) der Tragerplatte (10) gegeniiberliegende Seite Vor- 
spriinge (15) zum Eingreifen in Aufhahmeoffnungen 
(101) eines Heizblocks (100) aufweist. 

6. Verwendung des Inkubationssystems nach einem 
der Anspriiche 1 bis 5 zur Durchfiihrung von Polyrae- 
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rase-Kettenreaktionen. 
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